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Uso de la Idebenona para preparar una composicion despigmentante de uso topico y composicion 
correspondiente 

mt 

5 

La preserite invencion se refiere al. uso de la idebenona en 
una coinposici6n destinada a ser aplicada sobre la piel, con 
el objeto de inhibir la melanogenesis. Asimismo, se refi-ere a 
una composicion destinada a la aplicacion topica sobre la 

10 pielr que comprende una cantidad cosm6tica, f armac6uticamente 
y/o derniatol6gicamente efectiva de idebenona, sus derivados o 
mezclas de los mismos. En particular, la presente invenci<f>n 
se refiere a una preparacion cosmetica capaz de conferir un 
efecto beneficioso en los procesos de hiperpigmentacion 

15 cutanea. 

De preferencia, la presente invencion se refi-ere a 
preparaciones cosmeticas f armaceuticas o dermatologicas que 
comprenden idebenona y/o sus derivados, y que disminuyen el 

20 aumento local de la coloracion de la piel causada por un 
incremento en la produccion de melaninas. Particularmente, la 
presente invenci6n se refiere a una preparacion cosmetica o 
dermatol6gica utilizable en el tratamiento de las* 
hiperpigmentaciones cut^neas provocadas por estimulos 

25 hormonales y/o por injurias fisicas, quimicas y/o biol6gicas. 
La invencion tambien se refiere a una composicion 
farmac6utica de uso topico que comprende idebenona como un 
ingrediente aclarador cutaneo* 
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Antecedentes de la invencion 

La melanina es un pigmento oscuro que se encuentra en la 
piel, el pelo, los ojos y en ciertas c61ulas nerviosas, el 
5 cual es producido en celulas llamadas melanocitos - 

Los melanocitos son celulas de origen neuroectodermico 
originadas en las crestas neurales del embrion que, durante 
la etapa fetal, migran hacia la capa basal de la epidermis. 
10 Asimismo, existen melanocitos extracutaneos esparcidos en 
otros tejidos. 

Los melanocitos epidermotropos llegan en etapa fetal a las 
capas mas profundas de la epidermis, localiz^ndose entre las 

15 c61ulas basales, a razon de aproximadamente 1 melanocito -por 
cada 10 celulas basales, sin importar la raza del porta-dor. 
Una vez en su posicion definitiva, estas c61ulas emiten 
prolongaciones ramificadas denominadas dendritas, de manera 
tal que todas las celulas basales contactan con estas 

20 prolongaciones. 

La funci6n primordial del melanocito es la de sintetizar un 
pigmento oscuro denominado melanina. Dicho pigmento se 
acumula en el citoplasma del melanocito en astructuras 

25 ovoides similares a granules de secrecion, llamados 
melanosomas, que luego de formarse bh el cuerpo celul-ar, 
migran a traves del citoesqueleto del melanocito hacia las 
dendrites. Este proceso est^ controlado hormpnalmente, 
existiendo hormonas que promueven la formacion de melanina y 

30 otras que la inhiben, como asi tambien hormonas que promueven 
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la movilizacion de melanosomas hacia la periferia de las 
dendritas y otras que los concentran alrededor del nucleo. 
Este proceso resulta ser por demas evidente en ahimales 
infer lores, aunque en el humano tambi6n puede existir. 

m • 

Los extremes libres de las dendritas del melanocito se 
introducen en el citoplasma de los queratinocitos basales, 
literalmente inyectando melanosomas en el citoplasma de ^stas 
c61ulas. Asi, toda la capa basal epi<i6rmica y el foliculo 
piloso contienen melanina distribuida uniformemente, pbr una 
parte debido a la presencia de melanosomas en los melanocitos 
y por otra y en gran medida, debido a la incorporaci6n de 
melanosomas en el queratinocito basal, conocido 
circunstancialmente como melanoforo. Lo llamativo de este 
proceso es que cuando el queratinocito basal pigmentado 
(melanoforo) se divide para dar lugar a c^lulas dif-erenciadas 
espinosas, mas super ficiales, los melanosomas se pierden, y, 
por otro lado> las dendritas del melanocito no inyectan 
melanosomas en celulas * espinosas difeir-enciadas. Esos 
melanosomas perdidos pueden alojarse en el «spacio 
intercelular de la epidermis, y luego ser eliminados junto 
con la descamaci6n ordinaria de la piel. Esos melanosomas 
est^n completamente degradados y ya no cumplen con su funcion 
pigmentante . 

« 

El color de la piel . humana normal esta relacionado 
directamente con el tamano, la conf iguracion, el tipo y el 
color de los melanosomas, y con su distribucion en los 
melanocitos y los queratinocitos. La sintesis de melanina 
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tiene lugar exclusivamente en los melanpsomas y depende de la 
accion de numerosos genes. 

Cada melanosoma es un organoide esferico u ovoide, conformado 
por una raembrana celular lipoproteica trilaminar, una matriz 
amorfa con agua, electrplitos y diferentes solutos, en la 
cual se encuentran diluidas enzimas activas y una ultra 
estructura proteica de tubulina que forma tubulos intra 
membranosos de disposicion mas o menos paralela entre si. 

Hasta no hace mucho tiempo, se consideraba que los 
melanosomas estaban compuestos solo por melanina y 
melanoproteina producto de la interacci6n con la tirosinasa. 
Estudios recientes demostraron que los melanosomas contienen 
dos fracciones diferentes, una lipidica con lipidos 
localizados en el exterior del melanosoma y otra proteica con 
proteinas estructurales que constituyen la parte oentral del 
melanosoma. La fraccion lipidica es importante en la 
regulacion funcional del melanosoma," mientras que las 
proteinas de la .matriz controlan su diferenciacion 
estructural. 

El proceso para la formaci6n de melanosomas y su melanizacidn 
puede ser considerado como una "cascada" de eventos 

ft 

canalizados por controles reguladores internos que entran en 
juego a medida que los melanosomas son programados para 
cumplir sus funciones. Dicho proceso puede resumirse de la 
siguiente manera: 
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DFormacion y organizacion de los componentes melanosomicos: 
Las proteinas estructurales y enzimaticas de los melanosomas 
son formadas en el interior de las vacuolas de la meinbrana 
del melanosoma. En un estadio temprano, las merabranas siguen 
5 incorporando proteinas y lipidos especificos. En el interior 
de las vacuolas formadas en el reticulo endopl^smico liso se 
vuelcan proteinas formadas en . el reticulo endopl^smico 
rugoso, que se ordenan en tubulos, laminillas y filamentos 
sin una organizacion arquitectural definida. A<lem4s, se van 
10 incorporando microvesiculas formadas en el aparato de Golgi, 
conteniendo enzimas o factores reguladores post-tirosinasa 
(como por caso la dopacromo-tautomerasa) , que se fusionan con 
la membrana limitante. La tirosinasa es incorporada luego de 
su glucosilacidn en el complejo de Golgi. 

15 

Con el transcurso del tiempo, proteinas estructurales se 
siguen incorporando al melanosoma, mientras que otro tanto 
ocurre con la tirosinasa. Las proteinas ^struotural-es 
f ormaran parte de la membrana del melanosoma, y luego van a 
20 pasar a la matriz. 

ii) Conversi6n en eumelanosomas y feomelanosomas: La via que 
seguir^n a partir de aqui los melanosomas, dependera de los 
niveles de cisteina y/o de los compuestos opn grupds 

25 sulfhidrilos (e,g^ glutation) que se encuentren ^n el 
interior del melanosoma- Si los niveles son bajos, se 
producira la estimulaci6n de la eumelanogenesis con formacion 
de eumelanosomas. En este caso, las laminillas se convertiran 
en el componente predominante de la matriz y se dispondr^n en 

30 forma paralela. La tirosinasa sera transferi-da desde -el 
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aparato de Golgi y se fijara a las vesiculas y laminillas ya 
formadas. En ausencia de un nivel inhibidor de cisteina, la 
tirosinasa desencadenara la sintesis de melanina a partir de 
la conversi6n de tirosina en dopaquinona. La dopaquinona sera 
5 convertida en eumelanina por procesos de auto-oxidacion, 
ademas de los regulados por el factor de conversion de 
dopacrorao. Aparentemente, ' la indol-5, 6-quinona es 
polimerizada con varios de sus precursores para formar 
melanina en el interior de los melanosomas . Por otra parte, 

10 si los niveles _de cisteina son elevados, se formara el 
feomelanosoma y la feomelanina seras -depositada sobre un 
conglomerado de microf ilamentos y vesiculas aiin no 
estructurados. La tirosinasa convertira la tirosina en 
dopaquinona, pero §sta difundira hacia la matriz y se 

15 combinard con la cisteina, formando cisteinil-dopa, 
modificada ulteriormente para formar feomelanina. - La 
cisteinil-dopa compite con la dopaquinona, desviando asi su 
metabolismo, sin alterar la actividad de tirosinasa. La 
actividad post-tiro.sinasa. es luego inhibida por la presencia 

20 del metabolite 5/ 6^hidroxiindol que no permite la sintesis de 
indol-5-6-quinona, lo que disminuye la veloci-dad de 
melanogenesis, permit iendo que la dopaquinona se acumul« en 
la matriz, impidiendo una sintesis normal. -de eumelanina. En 
otras palabras, la cisteina actuaria como una sustancia 

25 t6xica para . el melanosoma, inhibiendo ciertos pasos 
enzimdticos que bloquean una normal conversi-6n de 
intermediaries en melanina verdadera, perdiendose tambi-6n la 
posibilidad de la melanina de anclarse a las proteinas 
estructurales del melanosoma. 
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iii) Transferencia y degradacidn: Los melanosomas son 
transferidos desde el sitio de su slntesis, en el pericario, 
hacla iQs, extremos de las dendrites por la accion de los 
movimientos contractiles del citoesqueleto del melanocito, en 
un proceso selective para melanosomas. Una vez iniciada la 
transferencia de melanosomas al interior de los 
queratinocitos, estas liltimas c61ulas fa-gocitan los extremos 
libres de las dendrites conteniendo los melanosomas y luego 
ocurre un fenomeno de fusion de raembranas, liber^ndose los 
melanosomas al interior del citoplasma del queratinocito . Los 
melanosomas son incorporados al queratinocito en lisosomas 
secundarios. Alii, enzimas lisosomas comenzar^n a degradar al 
melanosoma y sus coraponentes se diluir^n en el citoplasma, 
pudiendo ser reutilizados al incorporarse a un pool de 
sustratos metabolicos. Una de las caracteristicas mas 
importantes de esta degradacion, es el pasaje de la melanina^ 
de un est ado oxidado a un est ado reducido, disminuyendo la 
intensidad del color, 

De esta manera se complete el ciclo , del melanosoma,* 
comenzando por su sintesis en el melanocito^ transf iriendose 
al queratinocito y por ultimo degradandose, en un prooeso 
continue, que asegura una uniformidad de distribucion del 
pigmento. 

La pigmentacion melanica de la piel puede dividirse en varios 
componentes causales: 1) la melanina cutanea generada de 
acuerdo a programas geneticos en ausencia de e3!^osici<5*n * a 
rayos ultravioletas (color de la piel constitutivo) y 2) las 
reacciones de bronceado inmediato y retardado inducida por 
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exposicion directa de la piel a la radiacion UV (color de la 
piel facultative) . Los cambios del color facultative resultan 
de la consecuencia de . una interacci6n compleja entre la luz 
solar, las hormonas y la capacidad de bronceado dependiente 
5 de la constitucion genetica individual. 

La coloracion const itutiva de la piel, cabello y ojos est^ 
determinada geneticamente por varies genes, siendo e-stos 
ultimos carentes de una dominancia manif iesta. Ademas, existe 
10 una alta tendencia a la mutacion espentanea de estos genes, 
per le que no es infrecuente. encontrar individuos con mas de 
una poblaci6n melanocitica, trans formandose en mosaicos para 
este rasge. 

15 Aunque las poblaciones de melanocitos en la piel humana 
presentan variaciones regionales, todos los seres humanos, 
independientemente del color de su piel, poseen 
aproximadamente la misma cantidad de melanocitos epidermicos 
en un area anatomica dada. En consecuencia, las diferencias 

20 6tnicas del color de la piel se deben .principalmente a 
diferencias de las propiedades de los melanos^omas y no a la 
cantidad de melanocitos. 

En el interior de los melanocitos de la piel no expuesta, la 
25 cantidad de melanosomas es mayor en afroamericanos, en negros 
de Africa y en aborigenes australianes (grupo 2) que en los 
norteamericanos blancos de descendencia europea y los 
asiaticos (grupo 1) • La mayor parte de los melanosomas se 
encuentran en los estadios de formacion II y III, en los 
30 individuos del grupo 1, mientras que en los del grupo 2, una 
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proporcion importante de los . melanosomas ya est^ melanizados 
en su totalidad (estadio IV) . Los melanosomas no s61o son 
m^s numerosos en los queratinocitos del grupo 2 sino que 
ademas son de mayor tamano. 
5 . • 

Otras diferencias gen6ticas y raciales en el color 
const itutivo estan . dadas... por la cantidad de feomelanina con 
relacion a la de eumelanina.. La feomelanina adopta un color 
mis claro^ rojizo, mientras que la eumelanina es negra. Las 
10 diferentes tonalidades constitutivas de' la piel estaran 
dadas, entonces, por la concentraci6n de melanina de un tipo 
u otrO/ m&s que por un problema cuantitativo. 

Por otra parte, mediant e experimentos efectuados en la decada 
15 del 60, se demostro que la inyeccion de las hormonas 
polipeptidicas melanotrof inas alfa y beta (o melanocito- 
estimulantes - MSH) inducia un incremento de la pigment aci-6n, 
secundario a un aumento de la melanogenesis en el interior de 
los melanocitos epid6rmicos y del transporte de los 
20 melanosomas derivados de los melanocitos hacia el interior de 
los queratinocitos. Este fen6meno se observa' tambien cuan-do 
se administra la hormona hipofisiaria adrenocortico-tropai 
(ACTH), ya que comparte o presenta una gran homologia en su 
secuencia polipeptidica con la MSH. 

25 

Actualmente, se acepta que la glandula hipofisis del ser 
humane adulto produce cantidades signif icativas <le las 

■ 

hormonas ACTH y beta-lipotrof ina, que son capaces de ejercer 
actividad melanotrof ica. Estas hormonas no afectarian la 
30 pigmentacion melanica en los seres humanos normales. De 
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hecho, tanto dichas hormonas como las hormohas . sexuales 
(androgenos, estrogenos y progesterona) , 

desempenarian un papel muy limitado en el mantenimiento del 
color constitutivo de la piel del ser humano adulto. No 
5 obstante, en la hipofisis del feto humano se produce MSH, 
que tendria influencias sobre el sistema melanocitico en 
desarrollo, 

Por otro lado, el mejor ejemplo del rol que cumplirlan las 
10 hormonas endogenas en el oscurecimiento del color 
constitutive de la piel inducido por las radiaciones 
ultravioletas, podria ser el melasma. Este se caracteriza 
por un aumento de la melanizaci6n sectorial, irregular y 
habitualmente simetrico, principalmente en las ar-eas de las 
15 mejillas, la f rente y a veces el labio superior y el cuello. 

El melasma es frecuente durante el embarazo normal y por lo 
general suele desaparecer gradualmente poco tiempo despues de 
la finalizaci6n del mismo. Probablemente, los progest^genos y 

20 los estrogenos podrian preparar el terreno para que se 
produzca esa • hiperpigmentaci6n, siendo el factor 
desencadenante y promoter de la expresion de este fenomeno, 
la exposicion a la luz solar • Asi, por ej-eraplo, una 
pigmentacion similar al melasma puede observarse en las 

25 mujeres que utilizan anticonceptivos orales. Adem^s, estudios 
experimentales demostraron que la administraci-6n de hormonas 
conjuntamente con la radiaciones UV inducen una 
hiperpigmentacion cutanea mSs intensa que cuando cualqui-era 
de estos agentes es utilizado por separado. En estos estudios 

30 se demostro tambien, que en celulas en cultivo, la luz UV 
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determina un aumento de la actividad de los receptores a MSH/ 
lo que sugiere que el bronceado de la piel normal podria ser 
incrementado por las itielanotrofinas. Este hecho se 
encontraria sustentado por la menor • coloracion de bronceado 
que obtienen las personas que padecen de hipopituitarismo 
cuando se exponen a la radiacion UV. 

Aun en ausencia de estimulacion UV, las hormonas producidas 
durante el embarazo y en ciertos trastornos hormonales, son 
capaces de aumentar la pigmentacion melanica humana. Por 
ejemplo, en la enfermedad de Addis-on (hipocorticismo 
suprarrenai) , la elevada produccion de ACTH no regulada por 
la ausencia de corticoides, . promueve una hiperpigitientacion 
generalizada . Asimismo, en el embarazo se incrementa la 
pigmentaci6n de zonas no expuestas, como por ejemplo los 
labios mayores, la areola y el pezon, y la linea media 
abdominal . 

La distribuci6n de melanocitos no es uniforme en toda la 
piel. De hecho, existen variaciones individuales y 
variaciones dentro de las distintas partes del cuerpo de un 
mismo individuo, Por ejemplo, en los seres humanos de todas 
las raza.s, existen mas de 2.000 melanocitos por mm. cuadrado 
en la piel de la cabeza y antebrazos y por lo general cerca 
de 1.000 en el resto del cuerpo. En consecuencia, las 
diferencias raciales de la pigmentaci6n cutanea no se deben a 
diferencias en la cantidad de melanocitos, sino a diferencias 
en la sintesis de melanina y melanosomas. 
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Los motives de estas diferencias regionales en un mismo 
individuo se desconocen, pero const i tut ivamente estSn desde 
el nacimiento e incluso durante la vida fetal. No existe una 

■ 

Clara correlacion entre la exposicion habitual a la luz solar 
y los melanocitos funcionales. Sin embargo, aunque hay una 
cantidad mayor de melanocitos en las areas ex-puestas que en 
las areas no expuestas del antebrazo, tambien se observa un 
aumento en la cantidad de melanocitos funcionales en la piel 
no expuesta despues de la irradiacion UV, de man.era similar 
al aumento observado en la piel expuesta a luz UV. A ciencia 
cierta, no se conoce totalmente si el aumento del niamero de 
melanocitos funcionales se debe a la entrada en mitosis de 
estas celulas o bien . a un reclutamiento de celulas 
quiescentes que se vuelven funcionales. 

Evidentemente, la division de los melanocitos es importante 
para amplificar la produccion de melanocitos funcionales en 
la piel irradiada con luz UV. El hecho de que los melanocitos 
tambien se dividan en la piel no irradia<ia indica que se 
requiere un recambio de la poblacion (aunque Lento), igue 
podria relacionarse con la necesidad de eliminar las lesiones 
geneticas inducidas por agentes quimicos y f isicos 
intrinsecos y extrinsecos. 

Durante la vida de una persona, se producen cambios aparentes 
en la coloracion de la piel. Por ejemplo, casi todos Los 
nifios negros son mas claros al nacer que una semana despu-6s. 
Las pecas, al principio solo aparentes luego de una 
exposicion al sol, se vuelven fijas en la adolescencia . La 
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plel del dorsQ.de las manos adquiere un aspecto moteado en 
los sujetos de edad avanzada. 

Estos cambios cuantitativos ^de la poblacion de melanocitos 
5 epid^rmicos relacionados con la edad del individuo o la 
exposici6n habitual a la luz del . sol fueron estudiados 
ampliamente . En los humanos adultos se observa una 
•declinacion progresiva y dependiente de la edad de la 
cantidad de melanocitos, que es de una magnitud del 8 al 10% 
10 por decada de vida. Estos valores rigen para las areas no 
expuestas, pues en las expuestas, la reduccion -es mucho 
menor, debido probablemente al efecto estimulante de la luz 
UV en la poblaci6n melanociti-ca, 

15 En un estudio efectuado correlacionando la edad con la 

exposicion cronica al sol, se determine que la densidad 

numerica de melanocitos en todos los sujetos estudiados era 

de aproximadamente el doble en las areas expuestas que en las 
* 

^reas no expuestas, pero en ambos casos un descenso <le la 
20 densidad con relacion a la edad fue detectado. Los 
melanocitos de las ^reas expuestas eran mas activos en lo que 
a producci6n de melanina se refiere, lo que explica el mayor 
grado de pigmentaci6n en las Areas visibles. La exposicion 
cronica al sol no impide una declinaci6n de la cantidad de 
25 melanocitos relacionada con la edad, pero afecta la 
produccion de melanina^ . e induce la activacion o la 
proliferaci6n de los. melanocitos. Es interesante destacar que 
los queratinocitos producen sustancias mitogenas para los 
melanocitos, y que esta producci6n se incrementa 6 veces si 
30 los queratinocitos son expuestos a la luz UV. 
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En los procesos de cicatrizaci6n^ se pierde la unidad 
productora de melanina^ por lo que la piel de una cicatriz es 
m^s Clara que el tejido circundante. Con el correr del 
5 tiempo, puede recuperarse la coloracion, dependiendo de la 
edad del individuo, de la exposicion solar y de otros 
factores como por qaso los hormonales. Paradojicamente, 
existe una contrapartida de hiperpigmentacion de cicatrices, 
lo que habla a las claras de la compleja interaccion de los 
10 dif erentes elementos que intervienen en el proceso de 
pigmentacion. 

En sintesis, podemos decir que la dinamica de la pigmentacion 
cutanea constitutiva es dependiente de factores gen§ticos y 
15 etnicos, y de una correcta interaccion entre queratinocitos y 
melanocitos, influidos por un estado hormonal basal, tambien 
constitutive. 

En carabio, la coloracion facultativa de la piel depende en 
20 gran medida, de otros factores externos, como es la luz 
solar. Esta actua promoviendo la proliferacion de 
melanocitos, la activacion de estos ultimos y,..la produccion 
de melanina, pero para su actuacion deben darse fenomenos de 
interaccion celular y hormonal determinados. A su vez/ el 
25 envejecimiento tiende a disminuir la normal homeostasia de la 
unidad mel6nica de la piel, provocando desbalances en el 
proceso de pigmentaci6n y mantenimiento de esta. . 

El color castano o negro que se observa en las -celulas 
30 pigmentadas se debe a la presencia de melanina. No obstante. 
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este no es el unico pigmento que produce estos colores ni 
tampoco la inelanina es homogenea en su const ituci6n quimica, 
por lo que es dificil definir qu6 es el pigmento raelanico- No 
obstante, el pigmento melanico de los mamiferos ha side 
5 dividido .en dos tipos principales de melanina: la eumelanina 
y la feomelanina. La primera, de color castafio o negro, es 
insoluble y nitrogenada y * deriva de la tirosina. La 
feomelanina, en cambio, de color amarillo o rojo, es soluble 
en alcalis, contiene azufre y tarabien deriva de la tirosina, 
10 pero a traves de un shunt enzimcitico provocado por la 
presencia de aminoacidos azufrados como la .cisteina. En un 
mismo individuo coexisten ambos tipos de melanina, aunque la 
que piredomina es la eumelanina.- 

15 La eumelanina de los mamiferos est^ compuesta bSsicament'e por 
unidades de indol-5, 6-quinona. Esta deriva de la tirosina por 
eliminacion de cinco atomos de oxigeno y la evolucion de una 
molecula de dioxido de carbono del grupo carboxilico de la 
tirosina, transformandose en dopaquinona. Los indoles derivan 

20 de la ciclizacion de la dopaquinona, y se considera que la 
melanina representa principalmente una poli-indol^uinona. 

Las proporciones precisas .de subunidades ind61icas -en la 
melanina probablemente se encuentren bajo control enzimatico, 

25 pero dependen de condiciones precisas de polimerizacion. La 
eumelanina estaria representada por una molecula con cadena 
rigida y con forma de baston, conformada por unidades de 
indol-quinona. La estructura fisica de los melanosomas 
estaria representada por un copolimero en que la melanina y 

30 las proteinas estructurales del melanosoma transcurr-en 
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paralelas "entre si, pero pueden iinirse en los sitios de 
grupos planares. Luego en el melanosoma eliptico, la melanina 
se dispondria en forma de doble helice, polimerizada oon 
proteinas . 

5 

Por el contrario, desde un punto de vista quimico, la 
feomelanina se diferencia por la elevada cantidad de azufre 
que es resultante del agregado nucleofilico del aminoacido 
cisteina a la dopaquinona fofmada por la accion de la 

10 tirosinasa. La cisteina interactuaria principalmente a traves 
de una adicion 1:6 a la dopaquinona formada enzimaticament^, 
para dar lugar al compuesto 5-S-cisteinildopa- Tambi^n se 
identif icarori compuestos interitiedios similares, dependiendo 
de la fuente de azufre de la feomelanina. A diferencia de la 

15 dopa, la cisteinil dopa no es sustrato de la tirosinasa, 

Finalmente, es probable que la mayor parte de la melanina sea 
de tipo mixto, • dependiendo de la cantidad de eumelanina 
sintetizada y de intermediaries de la feomelanina, Estos 
20 compuestos copolimerizan para formar una melanina mixta, lo 
que explicaria las diferentes tonalidades opticas obtenidas 
con las melaninas. 

En los mamiferos, la tirosinasa es una enzima que cuttpl-e' -dos 
25 funciones: convierte la tirosina en dopa y luego la dopa bxi 
dopaquinona, la que despu6s es ciclizada y nuevamente oxi<iada 
para dar lugar a la formaci6n de eumelanina. En cambio, si la 
dopaquinona se une a la cisteina se formar^ la feomelanina. 
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La tirosinasa existe bajo la forma de tres isomeroS/ aunque 
puede considerarse como una monoxigenasa que contiene cobre y 
cataliza la hidroxilaci6n del monofenol y la oxidaci6n del 
difenol, es decir, la dopa (dihidroxif enilalanina) , para 
5 formar una quinona. Las dos actividades enzimaticas se 
denominan generalmente actividad creolasa o monof enolasa y 
actividad catecolasa o dif enolasa. 

Existen varios factores que modifican el producto de la 

10 tirosinasa, entre ellos el factor de conversion del 
dopacromo, que acelera la conversion del dopacromo eh 5.6- 
dihidroxiindol, el factor bloqueante del indol que inhibe la 
conversi6n del 5,6 dihidroxiquinol en melanocrorao y el factor 
de conversi6n del indol, que acelera la conversion del 5,6- 

15 dihidroquinol en melanocromo. En particular, el factor 
bloqueante .del indol y el factor de conversion del dopacromo 
estan intimamente asociados a las formas isom^ricas solubles 
de la tirosinasa (tipos I y II, las de menor -concentracion 
dentro del melanosoma) , mientras que el factor de conversion 

20 del dopacromo est^ asociado al is6mero fijado de tirosinasa 
(tipo IV) • Estos factores son sistemas enzimaticos auxiliares 
entre los que se destaca la dopacromo-^oxidorreductasa 
(dopacromo-isomerasa o dopacromo tautomerasa) . Su funci-dn es 
la de formar tautpmeros del dopacromo para formar derivados 

25 carboxilicos. Sin estos factores, la melanina no t-ermiiia de 
madurar para polimerizarse. 

Ademas de la dopacromo tautomerasa existen otras enzimas 
(peroxidasa, catalasa y enzimas metabolicas de la glutamina) 
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e iones met^licos que actiian en la regulaci6n de la 
melanog6nesis a nivel post-tirosinasa. 

En sintesis, la melanogenesis depends de una perfecta 
5 interaccion funcional entre la enzima tirosinasa y su 
sustrato la tirosina, para luego dar lugar a dopa y 
posteriormente dopaquinona, Esta ultima es tomada por 
factores enzimaticos post-tirosinasa para producir su 
reconversi6n en unidades indolicas que terminaran 

10 polimerizandose, para dar lugar a un co-polimero con 
proteinas estructurales del melanosoma, produciendo la ' 
eumelanina. La presencia de cisteina en la matriz del 
melanosoma bloquea la acci6n de estos factores post- 
tirosinasa, dando lugar a otros compuestos intermedios, 

15 solubles, con incapacidad para polimerizarse* Sin endDargo, as 
comun encontrar una raezcla de melaninas parcialmente • 
polimerizadas, dependiendo de la concentracion de azufre que 
contienen. Esto explica las diferentes tonalidades 
encontradas entre las diferentes melaninas, ya que su 

20 estructura variada absorbera ciertas longitudes de onda del 
espectro lumlnico visible, de manera diferente segun el tipo 
de melanina en juego. 

Esto no debe confundirse con el color de la piel, ya que 
25 solo es aplicable al color del pigmento. En la conformacion 
del color cut^neo intervienen otros factores, tales corao la 
concentracion de diferentes tipos de melanina, la dispersion 
de estos en la unidad melanica, los tipos de melanosomas 
creados y la difraccion que provoca la epidermis que actua 
30 como pantalla difuminante. Tambien intervienen en la 
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conformaci6n del color cutaneo, la presencia de otros 
pigmentos en la piel, Msicaraente los hemoglobinicos, que en 
pieles Claras se visualizan adecuadamente, pero en pieles 
oscuras, quedan eniuascarados per el pigmento melanico 
5 aposicionado en la epidermis. 

• ■ 

Frecuentemente, ocurre en un individuo dado que un area de la 
piel, eh la que la densidad de la melanina dentro de los 
melanocitos estS marcadamente aumentada/ posee un . color 
10 ciitaneo del area afectada mas oscuro que el color de la piel 
circundante. Estas ^reas son conocidas como areas de 
hiperpigmentaci6n y pueden causar malestar al individuo. 

Entre las causas mas frecuentes de hiperpigmentaci6n se citan 

15 la respuesta exagerada de un sector de piel a la estimula-ci6n 
ultravioleta, la hipersensibilidad a la luz ultravioleta 
provista por agentes exacerbantes de la accion de la 
radiaci6n (como por ejemplo, cosmeticos con aceite de 
bergamota o agentes denominados genericamente fotot6xicos) , 

20. disturbios hormonales (como por ejemplo, alteraciones de las 
hormonas tiroideas, de esteroides sexuales, endogenos y 
exogenos y el embarazo) y la hiperpigmentacion secundaria o 
consecuente con una lesion inf lamatoria. En particular, la 
hiperpigmentacion post-inf lamatoria pr-esenta manchas 

25 irregulares, mas pigmentadas que la piel circundante, que 
ocurre luego de una inflamacidn debida a una injuria de la 
piel a partir de un insulto como el acne, la foliculitis, el 
eccema, la depilacion, el rascado, etc. Dicha 
hiperpigmentacion post-inf lamatoria se resuelve lentamente, 

30 pero puede persistir por meses y aun anos, y es motivo 
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frecuente de consulta medica, requiriendo la mayor parte de 
las veces atencion profesional. 

Hasta la fecha, se han descrito diversas composiciones 
5 topicas cut^neas conteniendo uno o mAs ingredientes capaces 
de reducir la densidad de melanina en los melanocitos 
cutaneos. Tales ingredientes son denominados genericamente 
como agentes depigmentantes o agentes blanqueadores • Dichos 
agentes son por lo general absorbidos hacia las capas mas 

10 inferiores de la piel, inhibiendo la formacion de melanina en 
los melanocitos y actuando especif icamente sobre etapas 
determinadas de la melanog§nesis. Los agentes depigmentantes 
mas frecuentes estan basados en la hidroquinona o derivados 
de esta, como el. bencil-oxi-f enol y el monobencileter de 

15 hidroquinona (US Pat, 3,060,097). Este liltimo compuesto 
presenta la desventaja que no es metabolizado adecuadamente 
cuando se absorbe por la piel, por lo que se lo asocia con 
incidentes de depigmentacion irreversible qu-e simulan un 
vitiligo (areas de depigmentacion cutanea, a raenudo con un 

20 borde hiperpigmentado, que se van extendiendo gradualment-e) . 
Asimismo, el bencil-oxi-f enol presenta el inconveniente que 
es transportado por el sistema linfatico hacia otras areas de 
la piel, alejadas del sitio de aplicacion, donde puede 
tambien llegar a ejercer un efecto aclarant-e. 

25 

Tambien ha sido propuesto como agente de depigmentaci-dn 
cutanea al compuesto metoxifenol^ un 6ter de la hidroquinona , 
el que ha sido utilizado en composiciones farmac6uticas 
depigmentantes, pero que presenta el inconvenient-e que, por 
30 ser relativamente insoluble en medics acuosos, resulta 
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dificil de ser incorporado adecuadamente en formulaciones 
cosm6ticas o dermatologicas . 

Otros compuestos utilizados para depigmentar la piel son el 
5 4-isopropil catecol, un derivado sustituido de la 
hidroquinona (Solicitud de Pat. Sudafricana 716,890) y los 
mono y di-esteres de 6cidos grasos de hidroquinona {Solicitud 
de patente europea Nro. 82301102.8) 

10 Tambien se ha propuesto la utilizacion directa de la 
hidroquinona en. cosmeticos para el tratamiento de la 
hiperpigmentacion, ya que esta es efectiva, soluble en agua y 
rapidamente metabolizada y- excretada. No obstante,- la 
hidroquinona presenta el inconveniente que es inestable en 

15- medio alcalino y que es oxidada a .la forma quinona, lo cual 
imparte un color amarronado a cualquier composicion 
farmaceutica que la contenga. Para prevenir esta oxidacion es 
necesario incorporar un antioxidante a la composi-cion, tal 
como acido ascorbico. De hecho, se ha. propuesto por ^j^emplo, 

20 la estabilizacion de la molecula de hidroquinona al- 
incorporarla a un medio anhidro. Asi, en la pat-ente US 
4,466,955 se describe una preparacion cosmetica en la cual la 
hidroquinona se disuelve en 6steres grasos y la solucion 
resultante es incorporada a una base -cremosa cosmetica no 

25 acuosa en la cual la hidroquinona es mas estable y menos 
propensa a la oxidacidn. Ello se debe a que el oxigeno es 
menos soluble en ceras que en agua y por lo tanto, el proceso 
de oxidacion ocurre en menor medida. Ademas, de acuerdo a lo 
revelado, esta preparacion favorece la absorcion cutanea de 

30 hidroquinona.. 
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La hidroquinona es la denominaci6n generica que recibe el 
compuesto 1,4 bencenediol o p-dihidroxibenceno, el cual posee 
un peso molecular de 110,0. Su mecanismo de accion estk dado 
5 por la inhibicion de la oxidaci6n enzimcitica de la tirosina a 
3, 4-dihidroxifenil-alanina (DOPA) y por la supresion de otros 
procesos metabdlicos del melanocito. 

La desventaja principal de la- hidroquinona es que es tambien 
10 un irritante cutaneo, pudiendo causar una hiperpigmentacion 
paradojal/ denominada ocronosis. Asimismo, se ha descripto 
recientemente el poder carcinogen6tico de la hidroquinona, al 
describirse al menos 5 casos de melanomas cut^neos en un 
grupo de trabaj adores con contacto cotidiano con esta 
15 sustancia. 

- . . • ■ 

La idebenona, por otra parte, es una benzoquinona cuyas 
propiedades f armacodinamicas han sido establecidas dentro de. 
las drogas con efectos cito protectores, tal como se describe 

20 por ejemplo en la patente US 4, 271, 083 . Idebenona es el 
nombre generico que recibe el compuesto 6- (10-hidroxidecil) - 
2,3-dimetoxi-5-metil-l,4-benzoquinona (JP-B-62 3134 (1987) , 
U.S. Pat. No. 4,139,545). Datos obtenidos a partir de ensayos 
In vitro sugieren que la accion cito protectora de la 

25 idebenona es alcanzada al facilitar la convergencia de 
electrones en el ciclo respiratorio mitocondrial, inhibiendo 
la peroxidacion lipidica, reduciendo el consumo de oxi-g-eno no 
respiratorio y estimulando la formacion de ATP. 
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La idebenona es' considerada una Coenzima QIO sint6tica y se 
la utiliza, administrada por boca, para mejorar des6rdenes 
cognitivos, enfermedad de Alzheimer, demencias y trastornos 
vasculares cerebrales, y como citoprotector cardiaco. Debido 
5 a sus propiedades antioxidantes, se la administra por via 
oral, ya sea sola, como tambi6n en combinacion con otras 
sustancias activas, pref erentemente que posean tarabien 
propiedades anti-oxidantes, como por ejemplo la vitamina E. 

10 Los documentos de patentes DE 3.049.039, EP 0,788,793, US 
4.436.753, US 5.059.627 y US 5.916.925 describen 
preparaciones orales, parenterales o percutAneas que 
comprenden idebenona o sus derivados, utilizables en el 
tratamientb de la demencia, de los disturbios de la 

15 circulacion sanguinea o para la induccion de factores de 
crecimiento neurales. En particular, la patente JP 1.279.818 
describe el uso de la idebenona y sus derivados en diversas 
preparaciones utilizables para dar color exogeno al pelo (la 
idebenona es un.polvo que posee un color anaranjado fu-erte) . 

20 Hasta la fecha, no se han descripto efectos toxi-cos 
importantes para la idebenona. (Arzneim. Forsch/drug r^es. 35 
(II), 11, pp. 1704, 1985) . 

De manera sorprendente, hemos encontrado ahcra que una 
25 preparacion para uso topico cutaneo que comprende idebenona 
puede producir una disminucion importante de la con-cent racion 
de pigmento en areas pigmentadas sin producir efectos 
secundarios importantes . 
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DESCRIPCION DETALLADA DEL INVENTO 

La presente invencion se ref iere al . uso - de la idebenona en 
una composicion destinada a ser aplicada sobre la piel^ con 
5 el objeto de inhibir la melanogenesis . 

■ 

Asimismo, la presente invencion se ref iere a una composicion 
destinada a la aplicacidn topica sobre la piel, que comprende 
una cantidad cosmetica, farmaceutica y/o dermatologicamenta 
10 efectiva de idebenona, sus derivados o mezclas de los mismos. 

En particular, la presente invencion se refiere a una 
preparacion cosmetica capaz de conferir un efecto beneficioso 
en los procesos de hiperpigmentaci6n cutanea, De preferencia, 
15 la presente invencion se refiere a preparaciones cosm§ticas o 
dermatologicas que comprenden idebenona y/o sus derivados, y 
que disminuyen el aumento local de la coloracion de la piel 
causada por un incremento en la producci6n de melaninas. 

20 La presente invenci6n tambi6n se refiere al uso de la 
idebenona en una composicion cosmeti-ca destinada a ser 
aplicada sobre la piel con el objeto de producir 
despigmentacion de la piel en el sitio -de aplicacion. En el 
presente documento, el termino Mespigmentacion" deberia 

25 entenderse como la obtenci6n de una decoloracion en una zona 
pigmentada de la piel hasta lograr una coloraci6n similar a* 
la de la piel circundante. En particular, la zona pigmentada 
puede deberse a algun desorden de la piel y mas 
particularmente a desordenes de la piel seleccionados entre 

30 psoriasis, rosacea, piel danada por la radiaci^n 



wo 2005/065670 PCT/ES2005/000002 

25 

ultravioleta/- dermatitis atdpica, hipefpigmentacion post- 
medicamentosa , hiperpigitientacion post-inf lamatoria , cloasma 
del embarazo y dermatitis seborreica. Asimismo, en el 
presents documento, la frase 'Misminuir la coloracion de la 
5 piel", deberia entenderse como disminuir el tono de la piel 
hasta lograr una disminucion en la escala colorimetrica 
observab.le a ojo desnudo. 

La composicion destinada a la aplicacion topica sobre la pi<el 
10 de la invenci6n, puede encontrarse por ejemplo, en forma de 
crema, de gel, de parche oclusivo, de emulsion o de aerosol. 
De preferencia, la composicion de la invencion se encuentre 
en forma de crema (0/W) . Asimismo, de acuerdo con la 

m 

invencidn, la idebenona podria estar comprendida en una 
15 composicion t6pica de liberaci6n controlada, en particular, 
donde la idebenona se encuentre liposomada o formando 
complejos. La formulacidn de este tipo de composiciones se 
encuentra dentro del estado de la tecnica. 

■ 

20 De preferencia, la composicion destinada a ser aplicada sobre 
la piel de la invencion coraprende idebenona o un derivado de 
la misma en una cantidad comprendida entre 0.1% y 10% p/p. 
Mas preferentemente aun, la idebenona o su derivado se 
encuentra en una cantidad comprendida entre 0.3% y 5% p/p. 

Ejemplos de compuestos derlvados de la Idebenona, pueden ser 
entre otros, aquellos revelados en los documentos de patentes 
US 4,139,545, US 4,436,753, DE 3.049.039, EP 0,788,793, OS 
4,436.753, US 5.059.627 y US 5.916.925. 
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La composici6n de la invencion podrla ser formulada por el 
experto en el arte, utilizando excipientes conocidos 
cosmetica o farmac6uticamente aceptableSr De preferencia, la 
composicion comprenderi coiuponentes oleosos y componentes 
5 hidrosolubles. Ejemplos de componentes oleosos pueden ser 
cera autoemulsionable/ vaselina, miristato de isopropilo y 
alcohol cetilico, Ejemplos de componentes hidrosolubles 
pueden ser glicerina, metilparabeno y . propilparabeno, 
Asimismo, la composicion de la invencion podria contener 

10 ademas agentes beneficiosos para la piel como por ejemplo 
humectantesr- hidratantes y vitaminas, los cuales son 
conocidos y pueden ser elegidos por el experto en la tecnica. 
De ser necesario, la composicidn de la invencion puede 
comprender . ademcis antioxidantes cosmetica y/o 

15 farmaceuticamente aceptables, filtros y/o pantallas solares. 

La presente invencion se refiere ademas a un metodo para el 
• tratamiento de la pigmentacion ,de la piel no deseada que 
comprende colocar en el sitio pigmentado una composicion que 
20 comprenda una dosis ; despigmentante efectiva de idebanona, 
dejar actuar durante toda. la noche y enjuagar por la manana. 
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EJEMPLOS 

* 

Eiemplo N^l 

5 i) Formulaciones de crema acuosa (0/W) conteniendo idebenona 

(IDB) 



Tajbia. I; 



INGREDIENTES 


% EN PESO 




C.s.p 100 g de crema 


Cera autoemulsionable no 

• 

idnica 


6.00 


6.00 


6.00 


6.00 


6.00 


6.O0 


Vaselina 


5.00 


5.00 


5.00 • 


5.00 


5.00 


5.00 


Glicerina 


5.00 


5.00 


5.00 


5,00 


5.00 


5.00 


^iristato de Isopropilo 


2.00 ' 


2.00 


2.00 " 


2,00 * 

• 


2.00 • 


2 .00 


Alcohol Cetilico 


1,50 


1,50 


1,50 


1,50 • 


1,50 


1, 50 


>iet ilpar abeno ( Nipagin ) 


0,20 


0,20 


0,20 


0,20 


0, 20 


0,20 


Propilparabeno (Nipasol) 


0,10 


0,10 


0,10. - 


0,10 ' 


0,10 " 


0,10 


Idebenona 


0,10 


0,20 


0,3 


0,5 


2.50 ' 


4 



10 ii) Procedimiento de elaboracion de cremas cont-eniendo 
idebenona, 

Los coitiponentes oleosos (A) de la formulaci6n <Cera 
autoemulsionable r Vaselina, Miristato de Isopropilo y Alcohol 

15 Cetilico) se funden y calientan hasta una temperatura de 
70/75*^C, Separadamente se disuelven los component-es 
hidrosolubles (B) de la formulacion (Glioerina, 
Metilparabeno/ y Propilparabeno) en la cantidad -de a-gua 
necesaria, segun se describe mas arriba, y se los calienta a 

20 70/75*^0. 
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Seguidamente^ controlando que la temperatura de los 
componentes oleosos e hidrosolubles sea la misma, se agrega 
la fase oleosa (A) sobre la fase acuosa (B) con agitacion 
en6rgica y constante, Se enfria en bano de agua, y se agita 
5 lentamente hasta que la temperatura llegue a 45^C, Una v-ez 
alcanzada la temperatura deseada, se disuelve la cantidad 
requerida de Idebenona, segiin se describe mas arriba, en 0,5 
ml de etanol y se agrega a la preparacion anterior con 
agitacion lenta hasta obtener una preparacion horaog6nea, Se 
10 deja enfriar hasta consistencia deseada y se envasa 
adecuadamente . 

En los casos en que la concentracion de Idebenona sea 
superior a 3%, es posible que se necesite aumentar la 
15 proporci6n de componentes de la fase oleosa para lograr 
solubilizar el principio active. Si la concentracion de 
Idebenona requerida es muy superior a 4%, puede sustituirse 
la crema base acuosa por una crema oleosa (W/0) 

20 

Ejemplo 

Efectos de la aplicacion de una composi'cion comprendiendo 
. idebenona aplicada sobre la piel de animales de 
25 experimentacion . 

Se prepararon cremas conteniendo 5% y 2.5% p/p de idebenona 
(IDV) en una fase neutra. Dichas cremas y una crema de 
id§ntica formulaci6n pero sin idebenona se aplicaron a 
30 ratones nude adultos de 3. meses de edad. La cr«ma oon IDB 
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fue aplicada sobre la mitad derecha del cuerpo de los 
animales y la crema control sobre la mitad izquierda de 
acuerdo al esquema que se detalla a continuacion. Los 
animales fueron sacrificados luego de 1, 2, 3 o 4 horas luego 
5 de la aplicacion de la crema {p. a). 



Lote 


A: 


animal 


tratado 


con IDB 5% (1 


hora p. a • ) 


Lote 


B: 


animal 


tratado 


con IDB 2,5% 


(1 hora p. a.) 


Lote. 


C: 


animal 


tratado 


con IDB 5% (2 


horas p. a- ) 


Lote 


D: 


animal 


con IDB 


2,5% (2 horas 


p.a. ) 


Lote 


E: 


animal 


con IDB 


5% (3 horas p 


.a. } 


Lote 


F: 


animal 


con IDB 


2,5% (3 horas 


p.a. ) 


Lote 


G: 


animal 


con IDB 


5% (4 horas p 


.a. ) 


Lote 


H: 


animal 


con IDB 


2,5% (4 horas 


p.a.) 



15 

Las cireas de piel tratada y control fueron removidas y fueron 
divididas en 3 sectores: uno para dosar idebenona mediante 
cromatograf ia gaseosa, otro para determinacion de ret^ncion 
de humedad y el tercero para inclusi6n en parafina. 

20 

Dosaje de idebenona por Cromatograf la Gaseosa: Los sectores 
de piel tratados y controles fueron colbcados con la 
epidermis hacia aba jo sobre una platina de criostato y se 
obtuvieron cortes paralelos a la superficie, de 300 micrones 

25 de espesor, de manera tal de obtener un corte profundo, un 
corte superficial y un. corte medio. Cada cort-e fue 
identificado, homogeneizado y resuspendido en acetona. Cada 
extracto fue analizado por Cromatograf ia Gas-eosa utilizando 
un cromat6grafo gaseoso modelo Hewlett Packard 5890, 

30 utilizando una columna capilar con metil silicona como fase 
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estacionaria (HP-IMS, -25ni x 0,2 mm,^ 0,33vi de espesor de 
film) . El programa de temperaturas consistio en una 
temperatura inicial de 100 grades centigrados durante 3 
miilutos, para luego continuar con un calentamiento con 
5 incrementos de temperatura de 20 grades centigrados por 
minuto hasta alcanzar los 300 °C. Esta ultima temperatura se 
mantuvo durante 5 minutos. Un flujo de Helio de 0.7ml/min fue 
utilizado. El cromat6grafo se encontraba provisto de un 
detector de masas cuadrupolar acoplado (modelo HP 5972) y se 
10 utilizo ionizacidn por impacto <electr6nico a 70 eV, en mode 
SCAN, con un barrido de masas de 50 a 600 m/z. 2 lil de 
muestra se inyectaron en modo split 1/25, con una temperatura 
de inyector de 250 y una temperatura de interfase de 280 °C; 

• ■ 

15 Determinacion de huiaedad: Cada sector de piel tratado y 
control fue pesado en una balanza analitica y luego colocado 
eri un horno a 120^C durante 30 minutos. Luego las muestras 
fueron enfriadas durante 30 minutos a t-emperatura ambiente 
para ser pesadas nuevamente. El porcentaje de humedad se 

20 calculo segiin la siguiente formula: 

PESO PREEVAPORACION - PESO POSTEVAPORACION 
PESOPREVIO 

25 

De esta manera, se calcul6 el incremento de agua de la piel 
tratada en relacidn con la piel control dividi-endo el 
porcentaje obtenido en cada sector tratado por el porcentaje 
obtenido en el control respective. 

30 
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Estudios morfologicos y morfometricos: Se midi6 el espesor de 
la epidermis, de la capa c6rnea, de la dermis papilar y de la 
dermis reticular en al menos 10 puntos diferentes, 
expresandose el resultado como el promedio de las 10 
5 mediciones. Asimismo, los diametros de los vasos capilares 
f ueron medidos en al menos 10 puntosy expres^ndolos. .mediante 
su promedio • Las mediciones f ueron efectuadas utilizando un 
equipo procesador de imagenes Quantimet SOO-^ {Leica) . Se 
realizaron coloraciones especiales para componentes del 
10 tejido conectivo y coloraciones de Gi^msa, azul de metil-eno, 
azul de toluidina (para observar metacromasia y distribucion 
de agua en inter sticio) y Schorr ^ (este ultimo para observar 
comportamiento de queratinas) . 

15 Estudios inmunohistoqulmicos : en cortes alternos del-^material 
incluido en parafina, se determine la sobreexpresion de 
proteinas de cheque {heat shock proteins - HSPS) mediante 
t6cnicas de inmunomarcacion enzimdtica, utilizando 
anticuerpos monoclonales dirigidos contra HSP27 {Dako Labs) y 

20 revelado con un APAAP kit (Dako Lahs) . 

Morfologia: Las pieles de los animales tratados con ccema con 
IDB al 5% y al 2,5% no mostraron alteraciones morfologicas, 
siendo similares .las imagenes micfosc6picas a las pieles 
25 control. Las tecnicas de tinci6n especial no mostraron 
diferencias entre las distintas muestras examinadas, aiin en 
los distintos tiempos de tratamiento- Tampoco hubo 
modif icaciones en las coloraciones con tincion de Schorr para 
la observacion de diferentes calidades de queratinas. 

30 
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Morfometrla epidermica: Los resultados se resumen en la tabla 
II. Se puede apreciar que no se detectaron diferencias 
signif icativas en el espesor de la epidermis ni de la capa 
cornea entre las pieles tratadas y las pieles control. 
5 Tampoco se detectaron diferencias signif icativas entre las 
dos concentraciones de IDB ensayadas ni entre los distintos 
tiempos de aplicacion de las cremas. Por consi-guiente, puede 
concluirse entonces que la idebenona aplicada en forma topica 
no modifica sustancialmente los espesores epidermicos, 
10 mostrando asi inocuidad local. 

Tabla II: Espesor de epidexrmis total y de capa cdrnea en piel de- 
raton tratada con cremas conteniendo 5 y 2,5% de idebenona y su 
comparacion con piel tratada con una crema neutra sin idebenona 

15 como control. Los valores estan expresados en micrones, cqmo 
promedio de dlez mediciones efectuadas (cifras redondeadas a dos 
decimales) , En el caso de los controles, los valores estan 
expresados como el promedio de las mediciones totales, -es decir, 
de dos animales por punto, ya que se utilizaron dos controleSf uno 

20 para la crema conteniendo IDB 5% y otro para la crema conteniendo 
IDB 2,5%. 





1 hora 
p. a. 


2 horas: 
p • a. 


3 horas' 
p;a. 


4 horas 
p.a. 


IDB 5% 


Epidermis 
total 


60,37 


58,44 • 


60,04 


59,73 


Capa cornea 


32,40 


32,23 


33,25 


32,09 


IDB 2,5% 


Epidermis 
total 


59,73 

• 


60,21 


58,48 ' 


57,47 


Capa cdrnea 


33,28 


32,79 


31,02 


32,43 
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Control 


Epidermis 
total 


58,92 


59,65 


57,87 


60,11 


Capa c6mea 


30,96 


31,37 


32,03 


31,55 



Morfometrla dermica: Los espesores de la dermis papilar y de 
la dermis reticular no variaron de manera signif icativa entre 
- los distintos animales examinados, Por consiguiente, puede 
concluirse entonces que l.a idebenona aplicada en forma topica 
no modifica sustancialmente los espesores epidermicos, 
mostrando asi inocuidad local. 

Diametros vasculares: Los resultados se resumen en la tabla 
III, Se puede apreciar que no existen difer«ncias 
signif icativas entre los diimetros vasculares de la 
microcirculaci6n entre las pieles tratadas con IDB y las 
pieles control, como tampoco entre las dos concentraciones 
de IDB ensayadas ni entre los distintos tiempos de aplicacion 
de las cremas. Por consiguiente, puede concluirse entonces 
que la idebenona aplicada en forma topica no modifica 
sustancialmente los diametros vasculares de la 
microcirculacion, demostrandose asi la falta de 
modif icaciones hemodinamicas locales . 

Tabla III: Diametros de vasos capilares dermicos de pieles 
tratadas con una crema conteniendo IDB al 5%, una crema 
conteniendo IDB al 2,5% y crema base (sin IDB). Los diametros 
estan expresados en micrones como promedio de diez medicicnes 
efectuadas (cifras redondeadas a dos decimales) . En el case de los 
controleSf los valores estan expresados como el promedio de las 
mediciones totales, es decir, de dos animales por punto, ya que S€ 
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utilizaron dos controles, uno para la crema conteniendo IDB 5% y 
otro para la crema conteniendo IDB 2,5%. 



« 
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1 hora 
p.a« 


2 horas 
p.a. 


3 horas 
p. a. 


4 horas 
p.a. 


IDB 5% 


6,70 


8,77 


5,88 


7,03 


IDB 2,5% 


6,55 


7,03 


6,32 


6,76 


Control 


7,00 


7,09 


6,84 


6,91 



SobreeKpresion de HSPs: No se detectaron diferencias en la 
5 expresion de HSPs entre las epidermis* tratadas con la crema 
control (sin IDB) y las epidermis tratadas con las cr-emas 
conteniendo IDB. Tampoco se encontraron diferencias entre las 
pieles tratadas a distintos tiempos post-aplicacion con las 
cremas conteniendo IDB al 5% y al 2,5%. Per consiguienta, 

10 puede concluirse entonces que el tratamiento con IDB en las 
concentraciones estudiadas no produce incr^mentos de • la 
expresion de HSPs epidermicas en la piel de ratones, por lo 
que puede infer irse que no exist e injuria epidermica que 
justifique la sobre expresion de este sistema de defensa 

15 celular contra la agresion. 

Determinacion de humedad: Los pesos de las pieles tratadas y 
controles, antes y despues del tratamiento evaporante, 
arrojaron un porcentaje de humedad similar entre los -grupbs 
20 tratados con diferentes concentraciones de IDB y los 
controles. Tampoco se detectaron diferencias signif icativas 
entre los distintos tiempos post-aplicacion. Los resultados 
se resumen en la tabla IV. 
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Tabla IV: Porcentajes de humedad y capacidad de retencldn de agua 
en la piel tratada con respecto a los controles. Los valores estan 
expresados en gramos como el promedio de las determina clones 
efectuadas a 1, 2 3 y 4 horas liiego de la aplicacion de las 
5 cremas. 





Peso previo 


Peso post 


Dif erencia 


Porcentaje ' 


Retencion 


IDB 5% 


1,3231 


1,0391 


0,2840 


21,46% 


0,89 veces 


XDB 2,5% 


0,9904 


0,7616 


0,2288 


23,10% 

« 


0,96 veces 


Control 


1,0924 


0,8300 


0,2624 


24,02% 





For consiguiente, puede concluirse entonces que el 
10 tratamiento con IDB en las concentraciones estudi-adas no 
modifica la cantidad de agua en los tejidos (la dif erencia de 
retencion de agua entre las pieles tratadas con IDB y las 
pieles tratadas con crema sin IDB no es estadisticamente 
significativa) . 
15 ' 

Penetracidn de IDB en piel: A las 2 horas de aplioada, se 
obtuvo un pico de IDB a un tiempo de ret«nci6n <ie 17,6 
minutos en el corte m&s superficial {este corte incluye la 
totalidad de la epidermis y la porcion superior de la 

20 dermis), tanto en la muestra tratada con IDB al 5% -como -con 
la muestra tratada con IDB al 2,5%. Por el oontrario, las- 
muestras correspondientes a sectores profundos y medics 
(dermis reticular e hipodermis) no mostraron este pico. Por 
otr'a parte, 1 hora despu6s de la aplicacion, ninguna de las 

25 muestras mostraron este pico (ni las tratadas con IDB, ni las 
muestras control) . Por consiguiente, puede -concluirse 



wo 2005/065670 PCT/ES2005/000002 

37 

entonces que la IDB penetra en la piel y que es retenida 
luego de dos horas de su aplicaci6n, en los sectores mas 
superf iciales de la misma. 

* • 

5 Eiemplo N°3 

Efectos de la aplicaci6n de composiciones que coniprenden 
diferentes concentraciones de idebenona sobre la piel de 
seres humanos. 

10 

Para estos experimentos se utilizaron muestras de piel de 
pacientes identif icadas como Pacientes 1, 2 y 3, a las cuales 
se le realizaron los siguientes procedimientos: 

15 Pacientes 1 y 2: 

Se utilize la piel mamaria de dos pacientes (ambas mujeres de 
74 y 71 anos de edad respectivamente) que serian sometidas a 
una mastectomia radical y a una mastectoiaia simple debido a 
20 la presencia de un carcinoma mamario y una displasia florida. 

Aproximadamente 45 minutos antes del ingreso al quirofano, se 
dividio la superficie mamaria en tres territ-orios de 
superficie similar y se agrego en el primero de ellos 

25 aproximadamente 120 mg de crema conteniendo IDB 5%, mediante 
• un masaje circular suave, hasta la absorcion total de la 
crema. Los dos sectores restantes fueron tratados de manera 
similar, utilizando en cada uno de ellos crema conteniendo 
aproximadamente 120 mg de crema conteniendo IDB 2.5% y crema 

30 control. Ya en quirofano, y previamente a la preparaoion del 
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campo operatoriO/ la superficie mamaria fue lavada con etanol 
95*^ para remover el eventual excedente de crema, 

Inmediatamente luego de la operacion (tiempo promedio de 
5 actividad quirurgica: 45. minutos) , se reseco aproximadamente 
4 cm2 de un sector de piel de cada area, identif icandoselo 
correctamente. Una vez resecado el sector, se removio 
cuidadosamente el tejido adiposo subcutaneo, de manera tal de 
obtener Cinicamente epidermis y dermis. 

10 

Paciente 3: 

Se utiliz6 la piel mamaria de una paciente (femenino, 54 afios 
de edad) que seria sometida a una mastectomia radical debido 
15 a la presencia de un carcinoma mamario* 

Aproximadamente 45 minutes antes del ingreso al quirofano, se 
dividi6 la superficie mamaria en tres territories de 
superficie similar y se agrego en el primero de ellos 

20 aproximadamente 120 mg de crema conteni^ndo IDB 5%, iuedia-nte 
un masaje circular suave, hasta la absorcion total de la 
crema. Los dos sectores restantes fueron tratados de manera 
similar, utilizando en cada uno de ellos crema conteniendo 
aproximadamente 120 mg de crema conteniendo IDB 0.5% y crema 

25 control. Ya en quirofano, y previamente a la preparaci-bn del 
campo operator io, la superficie mamaria fue lavada con etanol 
95® para remover el eventual excedente de crema. 

Inmediatamente luego de la operaci6n (tiempo promedio de 
30 actividad quirurgica: 90 minutos) , se resec6 aproximadament«e 
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4 cm2 de un sector de piel de cada area, identificandoselo 
correctamente. Una vez resecado el sector, se removio 
cuidadosamente el tejido adiposo subcutdneo, de manera tal de 
obtener unicamente epidermis y dermis. 

5 

■ 

Sobre las muestras de piel de las . Pacientes 1, 2 y 3 se 
investigo el ef ecto de la aplicacion de cremas conteniendo 
-0,5%,. 2*5% y 5% de idebenona sobre la morfologia y 
morfometria de las diferentes capas cut^neas, de los vasos 
10 sanguineos del plexo dermico y sobre la expresion de HSPs, 
como una forma . de evaluar la respuesta epidermica a un 
eventual efecto deletereo de las cremas. 

Los sectores de piel tratados con cremas conteniendo IDB y 

« ■ 

15 con crema control se fijaron en solucion de formol, se 
incluyeron en parafina y se colorearon con tecnicas de 
tincion histol6gica mediante hematoxilina y eosina, Schorr, 
Giemsa, y azul de toluidina. 

20 Morfometria: Sobre los cortes histologicos se efectuaron 
mediciones del espesor epidermico, de la capa o6rnea, de la 
dermis papilar, de la dermis reticular y de los diametros 
capilares del plexo dermico. 

« 

25 Estudio inmunohistoqulmico: Cortes alternos incluidos en 
parafina fueron desparaf inados, e incubados con un antisuer-o 
de origen comercial dirigido contra HSP27 {Dako Labs) . La 
reaccion fue revelado utilizando un APAAP kit {Dako) . 
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Aspecto macroscopico: Las areas de piel tratadas con craraas 
conteniendo IDB, con cremas control sin IDB y sin tratar no 
mostraron diferencias signif icativas cuando se las observe a 
ojo desnudo. Por consiguiente, puede concluirse entonces que 
el tratamiento con cremas conteniendo IDB, en las diferentes 
concentraciones ensayadas, no produjeron irritaci^n durante 
el tiempo en que permanecieron aplicadas. 

Microscopia: no se detectaron alteraciones estructurales en 
las pieles tratadas con las cremas control ni en las piel-es 
tratadas con cremas conteniendo diferentes concentraciones 
de IDB, aiin cuando se utilizaron tecnicas de tincion 
especial. En particular, no se detectd acumulaci5n - de 
liquido intersticial, alteraciones vasculares ni acumulacion 
de elementos inf lamatorios en la dermis. Todas las capas 
epid^rmicas estudiadas mantuvieron su integri-dad y 
arquitectura. 

Analisis morfometrico de ios espesor^es epi<iermi<}Os: En la 
siguiente tabla s6 resumen brevemente los rjesulta-dos 
obtenidos . 

Tahla V: Valores de espesores de la epidermis total y de la <:apa 
cornea de piel mamaria de voluntarias tratadas con cremas 
conteniendo IDB a distintas concentraciones y control, durante 
diferente tiempo. Los valores obtenidos estan expr-esados en 
microneSf como resultado del promedio de 10 determinaci-ones 
efectuadas. 



Espesor epidermico 
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■ 


Pacxente 1 ^ . 


IDB 5% 


62,40 


3S,80 


IDB 2,5% 


61,31 


32,89 


Control 


61,40 


36,32 




w 




Pacxente 2 


IDB 5% 


12, 


28,20 


IDB 2,5% 


64,82 


27,03 


Control 


72,31 


31,02 








Pacxente 3 


IDB 5% 


49,01 


21,97 


IDB 0,5% 


49,06 


28,90 


Control 


48,95 


25,87 



Por consiguiente, puede concluirse entonces que la aplicacion 
sobre la piel de cremas conteniendo diferentes 

5 concentraciones de IDB no modifican signif icativametite los 
espesores epldermlcos . 

Morfometria de la dermis: No se detectaron difer^ncias 
signif icativas en las mediciones de los espesores de dermis 
10 reticular y dermis papilar entre las distintas muestras 

■ 

evaluadas. Por consiguiente, puede concluirse que la 
aplicacion de cremas conteniendo diferentes concentraciones 
de IDB no produce modif icaciones dermicas inmediatas. 

15 Morfometria de vasos del plexo dermico: No se detectaron 
diferencias signif icativas en las mediciones de diametros 
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vasculares entre las distintas muestras evaluadas. Los 
resultados obtenidos se resumen en siguiente la tabla: 

Tabla VI: Diametros vasculares de vasos del plexo dermico de 
pieles tratadas con cremas conteniendo diferentes concent ra clones 
de IDB y crema control. Los valores obtenidos estan expresados en 
mlcrones, como resultado del promedlo de 10 determina clones 
efectuadas. 
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Diametros vasculares 




Paciente 1 


IDB 5% 


12, 42 


IDB 2,5% 


9, 15 


Control 


11,42 . 




Paciente 2 


IDB 5% 


11,90 


IDB 2,5% 


12,30 


Control 


11,82 




Paciente 3 


IDB 5% 


7,71 


IDB 0,5% 


7,92 


Control 


7,85 



De los resultados obtenidos, puede concluirse que la 
aplicaci6n de cremas conteniendo diferentes concentraciones 
de IDB no modifica el tono vascular de la piel tratada. 

Dlstzihucion y expresion de HSP27: No se detectaron 
diferencias en la expresion y distritouci6n de HSP en las 
' diferentes muestras tratadas con cremas conteni-endo 
diferentes concentraciones de IDE y con cremas* control (sin 
IDB) en ninguna de las pacientes evaluadas. Ce los resultados 
obtenidos, puede concluirse que la aplicacix5n de cremas 
conteniendo diferentes concentraciones de IDB no modifica la 
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expresi6n y distribucion de HSP27, siendo esta proteina un 
parametro de la respuesta epidSrmica a una eventual injuria. 

E jemplo N°4 

5 

Efectos de la aplicacion de una CQmposici6n comprendiendo 

idebenona aplicada sobre la piel de seres humanos; 

Determinacion de humedad 

10 Se utilize la piel mamaria de la Paciente identificada como 3 
en el ejemplo anterior. 

Se fracciono una crema base como la utilizada en el ejemplo 1 
en 3 alicuotas, adicionandose a la primera una cantidad 
15 suficiente de idebenona (99.3% de pureza) como para obtener 
una concentracion final de IDB del 5%, a la segunda una 
cantidad suficiente de idebenoria (99.3% de pureza) como para 
obtener una concentracion final de IDB del 0.5% y se utilize 
a la tercera alicuota (sin agregado de IDB) como control.. 

20 

Determinacion de humedad: Cada sector de piel tratado y 
control fue pesado en una balanza analltica y luego colocado 
en un horno a 120 durante 30 minutos. Luego las muestras 
.fueron enfriadas durante 30 minutos a temperatura ambiente 
25 para ser pesadas nuevamente. El porcentaje de humedad se 
calculo segun la siguiente formula: 

PESO PREEVAPORACION - PESO POSTEVAPORACION 
PESOPREVIO 

30 
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De esta manera, se calcul6 el incremento de agua de la piel 
tratada en relaci6n con la piel control dividiendo el 
porcentaje obtenido en cada sector tratado por el porcentaje 
obtenido en el control respective. Los resultados obtenidos 
5 se resumen brevemente en la tabla siguiente: 



rajbia VII 





Peso previo 


Peso post. 


Diferencia 


Porcentaje - 


Retencion 


IDB 5% 


3,6308 


2,6706 


0,9602 . 


26,45% 


0,84 veces 


IDB 0,5% 


2,2653 


1,5846 


0,6807 


30,04% 

* 


0,95 veces 


Control 


2,1288 


1,4560 


0,6728 


31,60% 





Por lo tanto, la IDB aplicada topicamente sobre la piel, en 
10 las concent raciones estudiadas, no increment6 la cantidad de 
agua contenida en la piel. 

Eieinplo N°5 

15 Inhibicion de la melanogenesis por idebenona. 

Con el objeto de evaluar la capacidad de la idebenona para 
inhibir la melanogenesis, se efectuaron determinaciones in 
vitro siguiendo el metodo desarrollado por Dooley y 
20 colaboradores {Skin Pharmacol, 1994 ; 7 : 188-200) , de acuerdo al. 
procedimiento que se describe a continuacion: 

Materiales y metodos: 

25 C^lulas: El estudio fue realizado utilizando una linea 
celular derivada de melanoma humane, provista por ABAC 
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,(Asociaci6n Banco Argentine de Celulas), con capacidad de 
sintesis de melanina {SK-MEL-28, origen ATCC) . Las celulas 
fueron crecidas en frascos de cultivo plasticos o en placas 
plcisticas de 24 fosos, en un medio Eagle modificado (DMEM) 
5 suplementado con suero bovino fetal {SBF) al 10% y fueron 
mantenidas a 37"^ C en una atmosfera de CO2 al 5%. 

% 

Compuestos , ensayados : Idebenona, provista por Drogueria 
Saporiti, Argentina, lote 02107, con 99,80% de pureza 
10 calculado sobre droga seca. Hidroquinona (1/4- benzenediol) , 
provista por Drogueria Saporiti, Argentina, lote 010715, con 
99,85% de pureza, calculado sobre droga seca. 

Estudio de los .compuestos. in vitro: Celulas SK-MEL, 
15 levantadas con tripsina, fueron sembradas en placas plasticas 
de 24 fosos (densidad de 1 x 105 celulas por foso) e 
incubadas durante 24 horas en medio Eagle modificado (DMEM) 
suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10% previo al 
tratamiento con el compuesto a evaluar. Pasadas 24 horas, el. 
20 medio fue reemplazado por 990 iJil de medio fresco. A este 
liltimo se le agrego 10 ill de vehiculo est^ril (50% -de 
propilenglicol, 30% de etanol y .20% de agua destilada) 
conteniendo diferentes concentraciones de los compuestos a 
evaluar. Las celulas SK-mel toleraron bien el vehi-culo. al 1% 
25 (concentraci6n final: 0,5% de propilengli-col y 0,3% de^ 
etanol) . 

Se prepararon diluciones decimales de cada compuesto en el 
vehiculo esteril para obtener concentraciones finales del 
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compuesto a estudiar de entre 1.000 y 0,01 pg/ml. Este 
procedimiento se repiti6 diariamente durante tres dias. 

El cuarto dia, las celulas no f ueron tratadas y en el quinto 
5 dia, se ensayaron las celulas adherentes remanentes de 
acuerdo a los metodos descriptos mas adelante, De esta 
manera/ las celulas estuvieron continuamente expuestas a los 
compuestos en estudio durante los 5 dias que dur-6 el cultivo. 
Todas las concentraciones de los compuestos fueron estudiadas 
10 por triplicado, comparSndose la media de los 3 fosos t rat ados 
con los compuestos con los tratados con vehiculo solamente. 

Determinacion del contenido de melanina: el contenido de 
melanina de las celulas SK-mel fue determinado luego de la 

15 remocion del medio de cultivo y del lavado de las celulas con 
PBS. Seguidamente, las celulas fueron lisadas mediante la 
adicion de 1 ml de NaOH IN a cada foso y pipeteo manual 
repetido. El extracto crudo de celulas fue analizado usando 
un espectrofotometro a 400 y 475 hm para determinar el 

20 contenido de melanina y de dopaquinona, respectivamente. Los 
resultados fueron expresados como porcentaje de los cultivos 
celulares tratados con vehiculo. 

Cuantificacion del numero celular con cristal viK^leta: Se 
25 utilize una tincion con. solucion acuosa de cristal violeta 
con el objeto de determinar, mediante metodos indirectos, el 
numero de c61ulas adherentes al plastico sobrevivientes al 
tratamiento in vitro. Luego del periodo de tratamiento, se 
decanto el medio de los fosos por inversi6n de la placa y se . 
30 lo reemplazo por 0,5 ml de cristal viol-eta al 0,1% (en «tanol 
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10%) por foso. Las placas fueron tefiidas durante 5 minutos a 
temperatura ambient e, sobre una plataforma rotatoria, con 
agitaci6n suave. Seguidamente, el exceso de colorante fue 
decantado por inversion y la placa . entera fue sumergida 4 
veces en agua destilada en un envase adecuado. Luego de 
enjuagadas, las placas fueron invertidas y se las dej6 
escurrir sobre papel absorbente hasta remocion completa del 
exceso de agua. El cristal violeta retenido en las o61ulas 
adherentes fue mas tarde extraido mediante el agregado de 1 
ml de etanol (95%) por fosp.. Finalmente, las placas fueron 
colocadas sobre un agitador rotatorio durante 30 minutos a 
temperatura ambiente. Las densidades 6pticas de las muestras 
de alcohol fueron determinadas con la ayuda de un 
espectrofot6metro (longitud de onda = 590 nm) usando cubetas 
plasticas con etanbl 95% como bianco. Cuando las densidades 
celulares fueron muy altas (por ejemplo, cuando las 
densidades opticas fueron superiores a 2.0), se prepararon 
diluciones de cada muestra en etanol 95% y de esa manera 
fueron analizadas espectrofotometricamente. 

Para determinar la fraccion de c61ulas sobrevivientes al 
tratamiento en una concentraci6n especifica del agente en 
experimentacion, la DO590 de los fosos tratados (promedio de 
tres determinaciones) fue dividida por la DO590 los fosos 
utilizados con vehiculo control (promedio de tres 
determinaciones) . El porcentaje de sobrevida celular 
(expresado como porcentaje del vehiculo control) fue obtenido 
multiplicando dicha fracci6n por 100. 
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Determlnacidn del contenido de melanina: En la tabla VIII se 
muestran los valores promedio de la DO400 y DO475 de tres 
determinaciones simult^neas para diluciones de idebenona y de 
hidroquinona . 



Tabla VIII 



IDEBENONA 


Dilucion 


DO400 


DO475 


-1 


0,0156 


0,0011 


-2 


0,0140 • 

1 


0,0016 


-3 


0,0123 


0,0043 


-4 


0,0096 


0,0053 


-5 


0,0066 


0,0040 


Control . 


0,0236 


0,0116 




HIDROQUINONA 


Dilucion 


DO400 


OO475 


-1 


0,€07 


0,0001 


-2 


0,012 


0,0013 


-3 


0,021 


0,0033 


-4 


0,036 


0,0163 


-5 


0,034 


0,0163 


Control 


0,033 


0,0163 



y, expresado como porcentajes: . 



IDEBENONA 


Diluei6n 


DO400 




DO475 


-1 


28% 


< 


9% 


-2 


40% 




14% 
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-3 


52% 




37% 


-4 


59% 


46% 

• 


-5 


66% 


35% 


Control 


100% 


k 


100% 


• • 


HIDROQUINONA 


Dilucion 


DO400 


'» 


DO47S 


-1 


21% 




0% 


-2 


36% 




8% 


-3 


64% 


51% 


-4 


109% 




100% 


-5 


103% 


100% 


Control 


100% 


100% 



De los result ados obtenidos, puede concluirse que, en el 
5 modelo utilizado, el compuesto i-debenona inhil)e la sintesis 
de melanina en forma dosis-dependiente. Si -bien a 
concentraciones altas el efecto de la idebenona podria ser 
considerado similar al de la hidroquinona, luego de ciert.a 
dilucion, esta ultima deja de surtir efecto, for el 
10 contrario, el compuesto idebenona continua inhibiendo, aun 
bajo diluciones ma yores. 

La produccidn de dopaquinona tambien se ve afectada en forma 
similar a la sintesis de melanina, indioando que la 
15 inhibicion es compleja, pudiendo producirse la inhibicion en 
varies sitios del camino metabolico de la melanina. 

Cuantificacidn del humero celular con crlstal vlo^eta: En la 
siguiente tabla se resumen los porcentajes de celulas viables 
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luego del tratamiento con diferentes diluciones de idebenona 
y de hidroquinona . 
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Tablet IX 



XDEBENONA 


Dilucion 


Porcentaje 


-1 


52% 


-2 


82% 


-3 


98% 


-4 


100% 


-5 


100% 


Control 


100% 




HIDROQUINOKA 


Dilucidn 


Porcentaje 


-1 


34% 


-2 


58% 


-3 

■ 


77% 


-4 


89% 


-5 


95% 


Control 


100% 



De los resultados obtenidos, puede concluirse que 
concentracibnes elevadas de idebenona pueden ser tdxicas -para 
las celulas. Asimismo, algo similar ocurre con la 
hidroquinona, aunque para esta ultima, la toxici-dad fue 
mayor. Dado que esta toxicidad podria inter ferir oon la 
lectura de las densidades opticas de la melanina y de la 
dopaquinona, se desarrollaron experimentos similares 

utilizando otras diluciones, diferentes tiempos de incubacion 
y utilizando solamente la idebenona (ya que los efectos de la 
hidroquinona sobre este sistema ya se encuentran descritos en 
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la bibliografia) . Los mismos se describen en los ejemplos 

siguientes. 

Ejemplo N°6 

5 Inhibicion de la melanog6nesis luego . de 1 dla de tratamiento 

con idebenona 

Con el objeto de establecer si la idebenona. inhibe la 

melanogenesis en c61ulas en cultivo se disen6 un experimento 

10 similar al descripto en el ejemplo anterior, pero en este 

♦ 

caso las celulas fueron tratadas durante 1 solo dia, mientras 
que los resultados fueron evaluados al tercer dia. Asimismo, 
se evaluo mediante la utilizaci6n de un microscbpio 
invertido, la presencia o ausencia de efectos citopatioos 
15 sobre los cultivos celulares, comenzandose con una dilucion 
-2 y llegando a la dilucion -6. 

En la tabla X se observan las densidades opticas 400 y 475 
(para melanina y dopaquinona, respectivament-e) de las 
20 distintas diluciones ensayadas, y sus respectivos 
porcentajes. 

Tahla X 



Dilucion 


DO400 


Porcenta je . 


DO475 


Porcen^aje 


-2 


0,0040 


14,65%. 


0,0030 

* 


18,75% 


-3 


0,0133 


48,72% 


0,0050 


31,25% 


-4 


0,0243 


89,01% 


0,0123 


76,87% 


-5 


0,0343 


125,64% 


0,0196 


122,5% 
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-6 


0,0313 


114,65% 


0,0200 


125,0% 


Control 


0,0273 


100% 


0,0160 


100% 



De estos resultados se inflere que la idebenona comienza a 
inhibir tanto la sintesis de melanina como la de sus 
subproductos (por ejemplo dopaquinona) a las 24 horas de 
tratamiento, en una forma dosis dependiente. En este 
experimento no se tomo en cuenta la dilucion -1 por presentar 
efectos citopaticos lo.s cultivos. Las restantes diluciones no 
mostraron efecto citopatico alguno, por lo que puede 
considerarse que la idebenona a las dosis utilizadas no es 
citotoxica- Es de destacar que las diluciones -5 y -6 
presentaron mayor cantidad de melanina y dopa-quinona que los 
controles. Esto podria deberse simpleraente a un error del 
metodo y, por lo tanto, no ser signif icativo. Sin embargo, 
sin querer quedar atado a una teoria en particular, existiria 
la posibilidad que con el tiempo de incubaci6n utilizado y a 
estas diluciones, el compuesto idebenona pueda ejercer un 
efecto estimulante de la melanogenesis, el que .probablement^ 
sea pasajero- 

Ejemplo N°7 

» 

Inhibicibn de la melanogenesis lueqo de 2 dias de tratamiento 
con idebenona 

Con el objeto de establecer si la idebenona inhibe la 
melanogenesis en celulas en cultivo se diseno un experimento 
similar al descripto en el ejemplo anterior, pero en ^ste 
caso las celulas fueron tratadas durante 2 dias y al cuarto 
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dia se evaluaron los resultados. dia. Asimismp, se evalud 
mediante . .la utilizacion de un microscopio invertido, la 
presencia o ausencia de efectos citop^ticos sobre los 
cultivos celulares, evaluando unicamente las diluciones -4, 
5 -5 y -6. 

En la tabla XI se observan las densidades 6pti<:as 400 y 475 
(para melanina y dopaquinona, respectivamente) de las 
distintas dilucion^s ensayadas, y sus respectivos 
10 porcentajes. 



Tabla XI 



Diluoion 


DO400 


Porcentaje 


DO475 


Porcen'taje 


-4 


0,0613 


112,89% 


0,0400 


103,62% 


-5 


0,0626 


115,28% 


0,0406 


105,18% 


-6 


0,0396 


72,92% 


0,0273 


70>72% 


Control 


0,0386 


100% 







15 Estos resultados indicarian que existe una estimulacion de la 
sintesis de melanina en las diluciones -4 y -S, aun cuando la 
dilucion -6 itiuestra una inhibicion. Esto podria estar 
indicando que la estimulacion, de existir, seguiria durante 
el 2° dia de tratamiento, aunque los valores enoontrados se 

If 

20 asemejan mucho a los valores de los controles, y la dilucion 
-6 muestra inhibicion tal como la esperada. No se observo 
efecto citop^tico. 
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Eiemplo N°8 

/ 

Inhibicidn de la melanoqenesis luego de 3 dlas de tratamiento 
con idetpenona 

5 ■ • - • 

Con el objeto de establecer si la idebenona inhibe la 
melanogenesis en cSlulas en cultlvo se disefid un experimento 
similar al descripto en el ejemplo anterior, pero en est-e 
caso la3 celulas fueron tratadas durante 3 dias y al quinto 
10 dia se evaluaron los resultados. dia. Asimismo, mediante la 
utilizacion de un microscopio invertido, se evaluo la 
presencia o ausencia de efectos citopaticos sobre los 
cultivos celulares, evaluando unicamente las diluciones ^4, 
-5 y -6. 

15 

En la tabla XII se observan las densidades opticas 4*00 y 475 
(para melanina y dopaquinona, respect ivamente) de las 
distintas diluciones ensayadas, y sus respect ivos 
porcentajes. 

20 

Tabla XII 



Dilucion 


DO^op 


Porceti'taje 


DO475 


Porcen'taje 


-4 


0,0686 


77, 69% 


0,0513 


80,6-6% 


-5 


0,0742 


84,03% 


0,0612 


96,22% 


-6 


0,0801 


90,71% 


0,0643 


101, 10% 


Control 


0,0883 


100% 


0,0636 


100% 



wo 2005/065670 



PCT/ES2005/000002 



57 

Estos resultados indicarian que al tercer dia de tratamiento 
existe una inhibici6n de la sintesis de melanina en forma 
dosis dependiente. La cantidad de dopaquinona en la dilucion 
-6 es similar al control. No se observ6 efecto citopatico, 

5 

Ejemplo N°9 

Inhibicion de la melanog6nesis mediada por idebenona a altas 
diluciones 

10 * 

Con el objeto de establecer el efecto sobre la melanog^nesis 
en c61ulas en cultivo, producido porbajas concent raciones de 
idebenona, s§ diseno un experimento similar al descripto en 
el ejemplo 6 pero utilizando diluciones -2, -3, -4, -5, -6, 

15 -7 y -8. 

En la tabla Xltl se observan las dens.idades opticas 4-00 y 475 
(para melanina y dopaquinona, respectivamente) de las 
distintas diluciones ensayadas^ y sus respect ivos 
20 porcentajes. 

rajbia XI JI 



Dilucion 


DO400 


Porcentaje 


DO475 


Porcentaje 


-2 


0,01166 


71,40% 


0,0024 


14, 45% 


-3 


0,01566 


95,89% 


0,0038 


22,89% 


-4 


0,01533 


93,87% 


•0,0133 


8-0,12% 


-5 


0,01466 


89,77% 


0,0139 


83,73% 


-6 


0,00900 


55,11% 


0,0116 


-69,87% 
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-7 


0,01166 


71,40% 


0,0139 


83,73% 


-8 


0,01166 


71,40% 


0,0133 


80,12% 


Control 


0,01633 


100% 


0,0166 


100% 



Los resultados indican el compuesto. idebenona, aiin cuando se 
encuentra muy diluido, conserva su capacidad inhibitoria 
5 sobre la melanogenesis. No obstante, no se logro <iemostrar 
' una Clara relacion dosis-respuesta. 

Ejemplo N°10 

10 Capacidad depiqmentante de una crema conteni-endo idebenona al 
2^5%/ en una paciente con cloasma del embarazo* 

Paciente de sexo femenino, de 43 anos de ^dad, de 
nacionalidad peruana, con ascendencia incalca y -de pi«l 

15 triguena tipo III, quien manifiesta haber tenido un embarazo 
y un parto hace 9 anos y que durante el segundo trimestre de 
embarazo. present6 una mancha gravidica (cloasma del 
embarazo) , en forma de alas de mariposa, spbre ambas r^giones 
malares de su cara, mancha que persiste hasta la actualida-d y 

20 que incrementa su pigmentaci6n durante los meses de verano 
por exposici6n al sol, de bordes bien definidos y 
contrastantes con la piel circundante. 

Tratamiento: se le indico a la paciente colocar en el .sitio 
25 de la mancha, una cantidad suficiente de crema contoniendo 
idebenona al 2,5%, de acuerdo al ejemplo 1, en forma diaria 
antes de dormir, dejando la crema colocada durante toda la 
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ft 

noche y enjuagando la cara con abundante agua y jabon neutro 
a la manana siguiente- La aplicaci6n se realizd durante 20 
dias consecutivos. La paciente fue revisada clinicainente a 

« 

los 1, 14 y 21 dias de iniciado el tratamiento, comparando la 
5.. zona pigiuentada con la piel circundante. 

Resultados: Paulatinamente/ se observe una di-sminucion 
general de la pigmentacion de la piel hiperpigmentada, la ■ 
cual. se hizo notoria hacia el dia 21, aunque sin llegar a la 
10 obtencion de un color similar a la piel sin 
hiperpiginentaci6n. Los bordes de la macula pigmentada se 
atenuaron, borrcindose, dejando de ser marcados e 
inconfundibles, presentando una degradacibn desde la zona 
central del cloasma hacia la piel circundante. 

15 

Conclusiones : la crema conteniendo idebenona al 2,5% es 
efectiva para atenuar la pigmentaci6n cutanea del cloasma 
gravidico, entidad caracterizada por una hiperpigmentaci-6n 
localizada de probable etiologia hormonal. Aunque el 
20 tratamiento fue discontinuado, los resultados in<iican -que la 
continuacion del tratamiento podria llevar a la desaparioion 
completa de la hiperpigmentacion. 

EJEMPLO 11 

25 

Capacidad depiqmentante de una crema conteniendo idebenona al 
2/5% en una paciente con hiperpigmentacion post-inf lamatoria, 

Paciente de sexo femenino, de 40 anos de edad, de 
30 nacionalidad argentina y de piel blanca tipo II, quien 



wo 2005/065670 PCT/ES2005/000002 

60 

presenta un dano fotoactinico importante y que manifiesta 
haber tenido 3 embarazos y tres partes hace 9/ 11 y 14 afios y 
que luego de un proceso de depilaci6n oon cera de su bozo, 
presenta en la zona traumatizada una hiperpigmentacion 
5 ' residual de mas de 3 anos de evolucion, que persiste hasta la 
actualidad, incrementando su pigmentacion durante los meses 
de verano per exposicion al sol, de bordes bien definidos, 
contrastantes con la piel circundante. 

10 Tratamiento: se le indico a la paciente colocar en el sitio 
de la mancha, una cantidad suficiente de crema conteniendo 
idebenona al 2,5% de acuerdo al ejemplo 1, en forma diaria 
antes de .dormir, dejando la crema colocada durante toda la 
noche y enjuagando la cara con abundante agua y jab6n neutro 

15 a la mafiana siguiente. La aplicacion se realiz6 durante 20 
dias consecutivos . La paciente fue revisada clinicamente a 
los If 14 y 21 dias.de iniciado el tratamiento, comparando la 
zona pigmentada con la piel circundante. Se le indic6 a la 
paciente que se abstenga de exponerse de manera -directa a la 

20 radiacion solar durante todo el tratamiento. 

Resultados: A los 7 dias de comenzado el tratami^ento se 
aprecid una disminuci6n general de la pigmentaci6n de la piel 
hiperpigmentada, que se hizo notoria hacia el dia 14, y hacia 
25 el dia 21, la zona hiperpigmentada modifi-co sus bordes, 
disminuyendo el tamano de la macula, en' forma irregular. Los 
bordes de la micula pigmentada se atenuaron, borr^ndose -en 
sectores . 
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Conclusiones: la crema conteniendo idebenona al 2,5% es 
efectiva para atenuar la pigmentacion cutcinea post- 
inf laiuatoria, entidad caracterizada por una hiperpigmentaci6n 
localizada consecuente con un proceso inf lamatorio dermico. 
5 Aunque el tratamiento fue discontinuado, los resultados 
indican que la continuaci6n del tratamiento podria llevar a 
la desaparicion completa de la hiperpigmentacion. 

10 EJEMPLO 12 

Capacidad depigment ante de una crema conteni-endo idebenona al 
5%, en una paciente con hiperpigmentacion post-medicamentpsa 

15 

Paciente de sexo femenino, de 4 6 anos de ^dad, de 
nacionalidad argentina y de piel triguena tipo III, quien 
manif iesta haber tenido 1 embarazo y 1 parto hace 8 anos y 
que padece de psoriasis en placas en ambos codos. La -paciente 

20 manifiesta que luego de un tratamiento con psoralenos 
presento m^culas hiperpigmentadaC en ambos codos, sobre las 
cuales aiin se desarrollan placas de psoriasis, que remiten y 
exacerban, dejando siempre la base hiperpigmentada mas 
extensa que el area afectada por la psoriasis. La 

25 hiperpigmentacion se encontraria fija desde hace 
aproximadamente 5 anos. 

Tratamiento: se le indico a la paciente colocar en el sitio 
de la mancha, una cantidad suficiente de cr^ma conteniendo 
30 idebenona al 5% de aciierdo al ejeraplo 1, en forma diaria 
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« 

antes de dormir, dejando la crema colocada . durante toda la 
noche y enjuagando el sitio de aplicacion con abundante agua 
y jabon neutro a la manana siguiente. La aplicaci-dn se 
realize durante 15 dias consecutivos . La paciente fue 
5 revisada clinicamente a los 7 y 15 dias de iniciado el 
tratamiento, comparando la zona pigmentada con la piel 
circundante. Se le indico a la paciente que se abstenga de 
exponerse de manera directa a la radiacion solar durante todo 
el tratamientp- Luego de haber pasado 6 mes^s de realizado el 
10 tratamiento, se realizb una nueva comparacion de la zona 
pigmentada con la piel circundante. 

Resultados: A los 7 dias de comenzado el tratamiento se 
15 observe una disminucion general de la pigmentacion de la piel 
hiperpigmentada, la que se hizo m^s nptoria hacia el dia 15, 
disminuyendo el tamano y color de las areas hiperpigmentadas 
y adquiriendo el color de la piel circundante, 

20 Conclusiones: la crema conteniendo idebenona al 5% es 
efectiva para atenuar la pigmentacion cutanea post- 
medicamentosa . 

EJEMPLO 13 

25 

Estudio de Estabilidad en Estante de una Formulacion 
conteniendo Idebenona 0,3% 

Se estudio la estabilidad de dos formulaciones elaboradas «n 
30 fechas diferentes, pero de id6ntica composicion. Ambas se 
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encontraban formuladas en forma de creiiia acuosa (0/W) 
conteniendo Idebenona 0,3%: 

La formulacion mas antigua analizada fue envasada en un pote 
5 de poliestireno bianco y fue almacenada en estante, por un 
lapso de 600 dlas, a teraperatura ambiente y al abrigo de la 
luz. 

Tabla XIV: F6rmula cuantitativa de una crema acuosa (O/W) 
10 conteniendo idebenona 0.3%, Cantidades para 100 gramos. 



COMFONENTES 


% 


EN PESO 


Agua 




79 


,7 


Cera Autoemuls 


ionable no idnica 


6. 


00 


Vaselina 




5. 


00 


Glicerina 


5. 


00 


Miristato de I 


sopropilo 


2. 


00 


Alcohol Cetili 


CO 


I, 


50 


Metilparabeno 


(Nipagin) 


0, 


20 


Propilparabeno 


(Nipasol) 


0, 


10 - 


Idebenona 




0, 


3 



La metodologia utilizada para la cuantif icacion del principio 
15 activo fue espectrof otometria OV-Vis, 

Se obtuvo una diferencia no signif icativa en la valoraci-6n 
del principio activo, para las cremas mas recientes (1 mes 
desde su elaboracion) y las mds antiguas (20 meses desde su 



wo 2005/065670 



PCT/ES2005/000002 



64 

• elaboraci6n) . Se concluye que esta crema puede ser considera 
estable durante al menos 600 dias (20 meses) 

EJEMPLO 14 

5 

Estudio de Estabilidad en Estante de una Formulacion 
conteniendo Idebenona 3% 

Se estudio la estabilidad de dos f ormulaciones elaboradas -en 
10 fechas diferentes, pero de identica composicion. Ambas se 
encontraban formuladas en . forma, de crema acuosa <'0/W) 
conteniendo Idebenona 3%: 

La formulacion mas antigua analizada fue envasada en un pote 
15 de poliestireno bianco y fue almacenada en estante, por un 
lapso de 600 dias, a temperatura ambiente y al abrigo de la 
luz. 

Tabla XV: Formula cuantitativa de una cr,ema acuosa <0/W) 
20 conteniendo idebenona 3%. Cantidades para 100 graraos. 



COMPONENTES 


% EN PESO 


Agua 




79,7 


Cera Autoemulsionable no ionica 




6.00 


Vaselina 




5.00 


Glicerina 


m 


5.00 


Miristato de Isopropilo 


2.00 


Alcohol Cetilico 


1,50 


Metilparabeno (Nipagin) 




0,20 
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Propilparabeno (Nipssol) 


0,10 


Idebenona 


3,00 



La metodologia utilizada para la cuantif icaci6n del principio 
active fue espectrof otometria UV-Vis. 

Se obtuvo una diferencia no signif icativa en la valoracion 
del principio activo, para las cremas mas recientes (1 mes 
desde su elabbracion) y las mas antiguas (20 meses desde su 
elaboracion) . Se concluye que esta -crema puede ser considera 
estable durante al menos 600 dias (20 meses) 
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REIVINDICACIONES 

1. Uso de la idebenona en una composicion destinada... a ser 
aplicada sobre la piel, caracterizado porque se la utiliza 

5 para inhibir la melanogenesis. 

2. Uso de la idebenona en una composicion destinada a ser 
aplicada sobre la piel, de acuerdo con la reivindicaci6n 
1, caracterizado. porque se la utiliza para disminuir la 

10 coloracidn de la piel o aclarar la misma en el sitio de- 

aplicacion. 

3. Uso de la idebenona en una composicidn destinada a ser 
aplicada sobre la piel, de acuerdo con la r^ivindicacion 

15 If caracterizado porque se la utiliza para producir 

despigmentacion de la piel en el sitio de aplicacion. 

4. Uso de la idebenona en una composicion oosmetica, 
farmac6utica y/o dermatologica destinada a ser aplicada 

20 sobre la piel, de acuerdo con la r^ivindicacion 1 

caracterizado porque se la utiliza para producir 

^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^^ 

despigmentacidn de la piel en sitios pigmentados debido a 
des6rdenes de la piel. 

25 5, Uso de la idebenona de acuerdo con la reivindi<:aci<5n 4 
caracteri zado porque los des6rden-es de la -piel se 
seleccionan entre psoriasis, rosacea, piel fotodanada, 
dermatitis atopica, hiperpigmentacion post-medicamentosa, 
hiperpigmentacion post-inf lamatoria, cloasma del embarazo 

30 y dermatitis seborreica- 



wo 2005/065670 



PCT/ES2005/000002 



67 

6, Una composicion cosm6tica, farmaceutica y/o dermatologica 
destinada a ser aplicada sobre la piel 
caracter i zada porque comprende idebenona o un derivado de 

5 la misma y porque la idebenona o su derivado se encuentra 

en una cantidad efectiva para producir la depigmentacion 
de la piel. 

7. Una composicion destinada a ser aplicada sobre la piel 
10 de acuerdo con la reivindicacidn 6 caracterizada porque 

comprende idebenona o un derivado de la misma y porque la 
idebenona o su de^rivado se encuentra en una cantidad 
comprendida entre 0,1% y 10% p/p. 

15 8. Una composicion destinada a ser aplicada sobre la piel de 
acuerdo con la reivindicacion 5 caracterizada porque 
comprende idebenona o un derivado de la misma y porque. la 
idebenona o su derivado se encuentra en una cantidad 
comprendida entre 0.3% y 5% p/p. 

20 

9. Una composicion destinada a ser aplicada sobre la piel de 
acuerdo con la reivindicacidn 6 6 7 caracterizada .por-que 
se encuentra en forma de parche oclusivo. 

25 10. Una composici6n destinada a ser aplicada sobre la piel 
de acuerdo con la reivindicaci6n 6 6 7 caracterizada 
porque se encuentra en. forma de crema. 
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11. Una composicion destinada a ser aplicada sobre la piel 
de acuerdo con la reivindicacion 6 6 7 caracterizada 
porque se encuentra en forma de gel. 

12. Una composicion destinada a ser aplicada sobre la piel 
de acuerdo con la reivindicacion 6 6 7 caracterizada 
porque se encuentra en forma de emulsi6n. 

13. Una composicion destinada a ser aplicada sobre la piel 
de acuerdo con la reivindicaci6n 6 6 7 caracterizada 
porque se encuentra en forma de aerosol, 

14. Una composici6n destinada a ser aplicada sobre la piel 
de acuerdo con la reivindicaci6n 6 6 7 caracterizada 
porque la idebenona se encuentra liposomada, complejada o 
en un sistema de liberaci6n controlada. 

15. Una composici6n destinada a ser -aplicada sobre la piel 
de acuerdo con la reivindicaci6n 6 6 7 caracterizada por<^u-e 
ademds comprende componentes oleosos y componentes 
hidrosolubles. 

* 

16. Una composici6n destinada a ser aplica-da sobre la piel 
de acuerdo con la reivindicaci6n 14 caracterizada por-que 
comprende cera autoemulsionable, vaselina, miristato de 
isopropilo y alcohol cetilico. 

17. Una composicion destinada a ser aplicada sobre la piel 
de acuerdo con la reivindicaci6n 14 caracterizada por<:iue 
comprende glicerina, metilparabeno y propilparabeno. 



wo 2005/065670 



PCT/ES2005/000002 



69 

18. Una composicion destinada a ser aplicada sobre la piel 
de acuerdo con la reivindicaci6n 14 caracteri zada porque 
ademas comprende agentes beneficiosos para la piel, filtros 
y/o pantallas solares. 

19. Una composicion destinada a ser aplicada sobre la piel 
de acuerdo con la reivindicacion 14 caracterizada porque 
ademas comprende agentes antioxidantes cosmetica y/o 
farmaceuticamente aceptables. 

20. Un metodo para el tratamiento de la pigmentacion de la 
piel no deseada caracterizado porque comprende colocar en 
el sitio pigmentado una composicion que compr-enda una dosis 
despigmentante efectiva de idebenona, dejar actuar durante 
toda la noche y enjuagar por la manana. 



